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CARACTERIZACAO EPIDEMIOLOGICA DE ROTAVIRUS BOVINO DOS
ESTADOS DE MINAS GERAIS, GOIAS E MATO GROSSO DO SUL NO PERIODO
DE 2006 A 2010

RESUMO - A diarreia neonatal em bovinos é muito comum e resulta em importantes
perdas econ6micas. O rotavirus constitui um dos principais agentes relacionado a
sindrome diarreica, que pode acometer também seres humanos. A ocorréncia de
rotavirus em bovinos leiteiros e de corte dos Estados de Minas Gerais, Goias e Mato
Grosso do Sul foi analisada por meio de dados epidemioldgicos obtidos no periodo
de 2006 a 2010, do Laboratorio de Rotaviroses, da Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterinarias (FCAV/Unesp) de Jaboticabal, Sdo Paulo. No periodo estudado,
foram obtidas 851 amostras de fezes de bezerros, na faixa etaria de um a 90 dias de
idade, independentemente da manifestacdo de sinal clinico de diarreia. As amostras
foram provenientes de 47 rebanhos leiteiros e 30 rebanhos de corte. A analise foi
feita pela técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) que indicou
animais positivos em 29,9% (23/77) dos rebanhos e 7,1% (60/851) das amostras.
Maior prevaléncia de animais positivos foi encontrada em amostras de bezerros de
corte, com 12% (45/370). Dos casos de diarreia, 22,6% (45/199) dos bezerros foram
positivos, enquanto 2,3% (15/642) foram detectados em bezerros sem diarreia. O
Estado de Goias apresentou maior prevaléncia de animais positivos (11,7%,
33/282), seguido por Mato Grosso do Sul (6,5%, 17/260) e Minas Gerais (3,2%,
10/309). A frequéncia da infec¢do por rotavirus foi maior em bezerros com idade
inferior a 30 dias e nos meses mais chuvosos do ano. De acordo com a migragcéao do
genoma do rotavirus na PAGE foi possivel identificar quatro perfis eletroforéticos
distintos, caracteristicos de rotavirus do grupo A, mostrando diferencas entre as
estirpes de campo. A caracterizacdo de amostras pela reacdo em cadeia da
polimerase precedida de transcricdo reversa (RT-PCR) detectou a presenca dos
genotipos G6P[5] e G6P[11] relacionados a rotavirose em bovinos. A presenca da
infeccdo por rotavirus nas regides estudadas ressalta a importancia de medidas de
controle e prevengdo da enfermidade, uma vez que o agente esta em constante
circulacao nos rebanhos bovinos brasileiros.

Palavras-chave: Diarreia, PAGE, Rotaviroses, RT- PCR



EPIDEMIOLOGICAL CHARACTERIZATION OF BOVINE ROTAVIRUS FROM THE
STATES OF MINAS GERAIS, GOIAS AND MATO GROSSO DO SUL FROM 2006
TO 2010

ABSTRACT- Rotavirus is one of the main agents related to the syndrome, which can
also affect humans. The occurrence of rotavirus in dairy and beef cattle from Minas
Gerais, Goids and Mato Grosso do Sul was analyzed by epidemiological data
obtained from 2006 to 2010, from the Rotavirus Laboratory at FCAV / Unesp from
Jaboticabal, Sdo Paulo. During the study period, 851 faecal samples were obtained
from calves, ranging from 1 to 90 days old, regardless of clinical signs of diarrhea.
Samples were obtained from 47 dairy and 30 beef cattle. Analysis by the
polyacrylamide gel electrophoresis techniqgue (PAGE) indicated positive animals in
29.9% (23/77) of the herds and 7.1% (60/851) of the samples. Higher prevalence
was found in samples of beef calves, with 12% (45/370) of positive animals. The
cases with diarrhea, 22.6% (45/199) of the calves were positive, while 2.3% (15/642)
were detected in calves without diarrhea. Goias state had a higher prevalence of
positive animals (11.7%, 33/282), followed by Mato Grosso do Sul (6.5%, 17/260)
and Minas Gerais (3.2%, 10/309). The frequency of rotavirus infection was higher in
calves under 30 days old in the rainiest months of the year. According to the
migration of the rotavirus genome in PAGE it was possible to identify four distinct
electrophoretic profiles, characteristic of Group A Rotavirus, showing differences
between the field strains. The characterization of samples by the polymerase chain
reaction preceded by reverse transcription (RT-PCR) detected the presence of
G6P[5] and G6P[11] genotypes related to rotavirus in cattle. The presence of
rotavirus infection in the studied regions underscores the importance control of
diseases and prevention measures, since the agent is constantly circulating in
Brazilian cattle herds.

Keywords: Diarrhea, PAGE, Rotaviruses, RT-PCR
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1. INTRODUGAO

A cadeia produtiva de bovinos no Brasil € um setor importante do agronegocio
e exerce reflexo direto na economia nacional. Apesar de possuir um dos maiores
rebanhos do mundo, a produtividade dos rebanhos brasileiros é considerada baixa.
O manejo sanitario deficiente € um dos fatores responsaveis pelo mau desempenho
da atividade leiteira e de corte, possibiltando a ocorréncia de surtos de
enfermidades que acarretam elevados prejuizos econémicos.

A diarreia neonatal € uma das doencas mais frequentes dos bezerros e a
principal causa de perdas econdbmicas devido a alta morbidade e mortalidade.
Caracterizada como uma sindrome complexa, a doenca é desencadeada pela
interacdo de varios fatores, entre os quais estdo a imunidade, a genética, o
ambiente, a nutricdo e a infeccdo por microrganismos patogénicos. Os agentes
envolvidos nessa sindrome podem ser de origem bacteriana, parasitaria e viral,
isolados ou em associacdo, muitos dos quais com potencial zoonético. Dentre os
agentes de origem viral, o rotavirus assume papel importante, apresentando como
caracteristica marcante a alta resisténcia da particula viral no ambiente, facilidade de
transmissao entre animais infectados, grande diversidade genética das amostras de
campo, além da capacidade de infectar uma grande diversidade de hospedeiros,
dificultando o controle da enfermidade e, ainda, com consequéncias na saude
publica.

Em todo o mundo, casos de diarreias em bezerros tem como causa principal
o rotavirus do grupo A, com maior frequéncia de diagnéstico em animais até 30 dias
de idade. No Brasil, as pesquisas também apontam o rotavirus como agente
importante de diarreias em bezerros, com relatos em rebanhos bovinos de diversos
estados.

Devido a importancia do agente e seu diagnostico frequente em casos de
diarreias, a continuidade de estudos epidemiologicos sdo imprescindiveis para

melhor compreensao dos fatores envolvidos na infeccdo e manutencdo do agente



etiologico nos rebanhos bovinos brasileiros, para que sejam tomadas medidas

adequadas de prevencao e controle da enfermidade.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 GASTROENTERITES EM ANIMAIS DE PRODUCAO

O Brasil € o maior exportador de carne bovina do mundo e esta atividade
econbmica representa uma das mais importantes para a economia nacional. Em
2016, a atividade registrou receita de US$ 5,3 bilhdes de doélares, no qual
participaram como maiores produtores de bovinos os Estados de Mato Grosso,
Minas Gerais, Goias e Mato Grosso do Sul (IBGE, 2017).

Historicamente, a producdo de bovinos no Brasil apresenta uma série de
deficiéncias que reduzem a sua produtividade e rentabilidade apesar dos elevados
indices produtivos. Entre essas deficiéncias, destacam-se as diarreias, acometendo
principalmente animais jovens com idade até 30 dias de vida (Jerez et al., 2002).

A diarreia se caracteriza por grande perda de liquidos e eletrdlitos corporais,
causando desidratacdo, que dependendo do grau, pode levar a perda de peso,
choque hipovolémico e evoluir até a morte do animal (Abe et al., 2011). As
consequéncias mais frequentes dos episédios de diarreia neonatal bovina sdo os
aumentos significativos nas taxas de morbidade e mortalidade, maior suscetibilidade
a outras infeccdes, particularmente as respiratérias, despesas adicionais com o
tratamento dos animais acometidos, reducdo na conversao alimentar e atraso no
crescimento (Paul e Lyoo, 1993). Estudos recentes continuam mostrando que a
diarreia é a principal causa de mortalidade de bezerros nos primeiros meses de vida
(Azizzadeh, 2011; Torsein et al., 2011; Mohd Nor et al., 2012). Nos animais que se
recuperam, 0s prejuizos podem se estender até a vida adulta, decorrente do retardo
no crescimento, e nas fémeas, pelo atraso substancial da idade ao primeiro parto
(Donovan et al., 1998; Mohd Nor et al., 2012).

A etiologia das diarreias € multifatorial, resultando da interagéo do animal com
o ambiente, a nutricio e o0s agentes infecciosos (Benesi, 1999). Os fatores
nutricionais estdo associados a ingestado excessiva de leite ou racdo, e os fatores

ambientais a presenca de agentes enteropatogénicos como bactérias (Escherichia



coli, Salmonella sp., Clostridium perfringens), virus (Rotavirus e Coronavirus),
protozoarios (Eimeria sp.) e verminoses, além do manejo higiénico-sanitario
deficiente (Bouda et al., 2000).

Os rotavirus sdo considerados em todo o mundo como um dos principais
virus entéricos tanto para humanos quanto animais (Parashar et al., 2003). A
associacao deste agente a doenca diarreica foi primeiramente descrita em bezerros

de duas a quatro semanas de vida por Mebus et al.(1969).

2.2 CARACTERISTICAS GERAIS DE ROTAVIRUS

Os rotavirus pertecem a familia Reoviridae, género Rotavirus. Apresentam
particulas virais de aproximadamente 75 nm de didmetro, formato icosaédrico e ndo
envelopadas. Seu genoma € composto por 11 segmentos de RNA fita-dupla que é
responsavel por sintetizar seis proteinas virais estruturais (VP) denominadas VP1,
VP2, VP3, VP4, VP6 e VP7; e seis proteinas nao estruturais (NSP) variando entre
NSP1 a NSP6 (Estes e Kapikian, 2007).

Os rotavirus séo classificados em 10 grupos (A-J) baseados em relacfes
antigénicas de suas proteinas VP6, com espécies provisorias | e J recentemente
identificadas em cdes da Hungria e em morcegos na Sérvia, respectivamente. Os
grupos mais comuns que infectam humanos e animais séo os grupos A, Be C com a
maior prevaléncia do grupo A. As rotaviroses do grupo A representam uma das
causas mais significativas de diarreia aguda tanto em humanos como em animais
(Estes e Kapikian, 2007; Matthijnssens et al., 2012; Mihalow- Kovacs et al., 2015;
Banyai et al., 2017).

O capsideo viral € composto por trés camadas de proteinas estruturais, sendo
uma camada externa, uma camada intermediaria, e o “core”. As proteinas virais
estruturais estdo nomeadas por ordem decrescente da massa molecular. No “core”
estdo presentes as proteinas VP1 (125 kDa), VP2 (94 kDa) e VP3 (88 kDa); na
camada intermediaria a VP6 (44,8 kDa), e na camada externa as proteinas VP4
(86,7 kDa) e VP7 (37,4 kDa). As proteinas nao-estruturais variam entre NSP1 a
NSP5 (Estes, 2001). Estas diferencas no peso molecular podem ser utilizadas para



caracterizar

perfis eletroforéticos pela técnica de eletroforese em gel de

poliacrilamida (PAGE) (Saif, 2011). Cada proteina sintetizada exerce uma atividade,

como esta descrito no Quadro 1.

Quadro 1. Caracteristicas e funcbes das proteinas codificadas pelo RNA
segmentado dos Rotavirus.

Segmento . . N . ~
gendmico Proteina | Localizagéo Caracteristicas e fungdes
1 VP1 “Core” RNA polimerase RNA dependente
2 VP2 “Core” Mais abundante no “core” e liga-se ao RNA viral
3 VP3 “Core” Guanilitransferase
Contém um sitio de clivagem pela tripsina que ao
Capsideo submetida ao tratamento “in vitro” gera as
4 VP4 P proteinas VP5* e VP8* aumentando a
Externo ; - . . . ~ N .
infectividade; Proteina de ligacdo a ceélula.
Interage com a VP6; Antigeno neutralizante P
Capsideo Proteina estrutural do capsideo intermediario (780
6 VP6 g , _ .
Intermediario | moléculas); Antigeno de subgrupo
9 VP7 Capsideo Antigeno neutralizante G
Externo
Proteina ndo | Associa-se ao citoesqueleto; Interagem com o
5 NSP1 - )
estrutural fator 3 regulatdrio de interferon
8 Nspz | PrOtelnanao | agigage NTPase. Liga-se a NSP5
estrutural
7 NSP3 Proteina nao Regulagéo da tradugéo
estrutural
Proteina ndo | Enterotoxina; Papel na morfogénese; modula ions
10 NSP4 :
estrutural Ca2+ intracelular
NSP5 Proteina ndo | Ligacdo ao RNA, forma viroplasma com NSP2,
11 estrutural interage com VP2 e NSP6
NSP6 Proteina nao Interage com NSP5, presente no viroplasma
estrutural

Fonte: Adaptado de Estes e Kapikian (2013)

A proteina VP6 foi a primeira a ser utilizada para efeito de classificagdo do
virus; tanto ela quanto a VP4 sao proteinas imunogénicas, que apés a infeccéo
induzem sintese de anticorpos. Variantes da glicoproteina VP7 definem o tipo G e as
da VP4, proteina sensivel a protease, o tipo P. Esta determinacdo € realizada por
genotipagem (Svensson et al.,1991; Ciarlet et al., 2008; Matthijnssens et al., 2008).

Na literatura ja foram descritos 27 genotipos G distintos, (Matthijnssens et al.,
2011; Miyazaki et al.,, 2011) e 38 diferentes genotipos P (Fujii et al., 2016). Sao

considerados epidemiologicamente relevantes para a espécie bovina os genotipos



G6, G8 e G10 em associacao com P[1], P[5], P[11], P[15] e P[21] (Snodgrass et al.,
1986, Ishizaki et al., 1996; Estes e Kapikian, 2007; Martella et al., 2010; Papp et al.,
2013), enquanto estirpes pertencentes a G1-G3, G5 e G11 e P[3], P[6] e P[14] sao
detectadas esporadicamente. Nos seres humanos s&o comumente detectadas
G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] e G9P[8] (Gentsch et al., 2005; Santos e Hoshino,
2005; Banyai et al., 2017).

Os rotavirus sdo espécie-especificos, entretanto a habilidade de transmisséao
entre espécies de mamiferos diferentes é evidenciada desde a década de 1980
(Dhama et al., 2009), sendo mais provavel a ocorréncia em paises em
desenvolvimento, em que ha influéncia de condicbes precarias de higiene, e do
maior convivio de humanos com animais, principalmente bovinos, suinos e aves
(Jain et al., 2001; Martella et al., 2006).

Castrucci et al. (1984) demonstraram que bezerros eram suscetiveis a
infeccdo de rotavirus a partir de coelhos, os quais, por sua vez, também se
infectavam com rotavirus bovino. Bezerros sdo igualmente suscetiveis a infeccéo
por virus de origem suina, roedores e primatas ndo humanos. A presenca de
rotavirus de origem bovina ja foi detectada em caes e gatos e a transmissao do virus
de mamiferos para aves também ja foi documentada (Schwers et al.,1983; Wani et
al., 2003). O advento da biologia molecular permitiu identificar variantes dos virus de
origem animal infectando humanos em diferentes partes do mundo, inclusive no
Brasil (Luchs et al., 2012).

2.3 PATOGENIA

A transmissao dos rotavirus ocorre principalmente por via fecal-oral por meio
de particulas virais encontradas no ambiente, na agua e nos alimentos
contaminados pelas fezes de animais doentes (Bridger, 1994).

Apoés a ingestdo do virus, o mesmo tem tropismo pelas células apicais que
recobrem as vilosidades do intestino delgado, local em que infecta os enterdcitos
maduros. Ao se multiplicar nos enterocitos, o rotavirus provoca a descamacgao

dessas células e sua destruicdo, a migracdo das células da cripta para as



vilosidades é acelerada, provocando a perda temporaria da capacidade absortiva
(Ramig, 2004; Estes e Kapikian, 2007). Depois da replicacdo citolitica, novas
particulas virais séo liberadas e podem infectar as por¢cdes mais distais do intestino
delgado e/ou serem excretadas pelas fezes em altas concentracdes (Desselberger,
2001).

Nos animais com mais de trés semanas de idade, os enterdcitos sofrem
renovacdes periddicas ocorrendo migracdo das criptas para a extremidade das
vilosidades em dois a quatro dias, competindo com a replicacdo viral. Em animais
mais jovens, com idade entre duas a trés semanas, esse tempo de renovacgao é
maior, sendo de sete a dez dias no jejuno e ileo, facilitando o desenvolvimento
completo do ciclo replicativo e a producao viral, 0 que justifica maior suscetibilidade
desses animais. A doenca clinica também nao é frequente na primeira semana de
vida do animal, provavelmente pela transmissao passiva dos anticorpos maternos

com consequente neutralizagéo viral (Cook et al., 2004).

2.4 DIAGNOSTICO

Considerando a semelhanca dos sinais clinicos determinados por diferentes
enteropatdgenos, o diagnostico definitivo das rotaviroses depende essencialmente
da realizacdo de testes laboratoriais. A grande quantidade de particulas virais
excretadas no periodo agudo da infeccdo permite a aplicacdo de métodos de
diagnéstico direto (Estes e Kapikian, 2007).

A microscopia eletrénica utilizada como método pioneiro para o diagnostico
do virus € um teste rapido e de alta especificidade, porém com custo de execucao
elevado e necessidade de equipe qualificada, ndo permite ser utilizado em larga
escala (Brandt et al.,, 1981). O ensaio imunoenzimatico (ELISA), disponivel
comercialmente na forma de “kits”, permite o teste de varias amostras
simultaneamente (Pereira et al., 1985).

A técnica de PAGE, associada ao aspecto segmentado do genoma do
rotavirus, tem sido a mais utilizada na triagem de amostras diarreicas (Bonaduce,

1990). O RNA viral é previamente extraido da amostra biolégica e separado em gel



de poliacrilamida de acordo com as massas moleculares e a velocidade de migracao
dos 11 segmentos (Pereira et al., 1983). Essa técnica é frequentemente utilizada em
estudos epidemioldgicos de infec¢des por rotavirus, indicando aspectos importantes
da infeccdo, como diferencas nos perfis genémicos (McNulty e Logan, 1983; Ishizaki
et al., 1996).

Técnicas moleculares, como a reacdo em cadeia da polimerase precedida de
transcricdo reversa (RT-PCR), tém sido amplamente empregadas tanto para o
diagndstico como para a caracterizacdo dos genotipos G e P do virus. Para isso, sdo
mais utilizados “primers” especificos que amplificam segmentos dos genes que
codificam as proteinas VP7 (G) e VP4 (P) de rotavirus (Gentsch et al., 1992).

2.5 PREVENCAO E CONTROLE DA ROTAVIROSE BOVINA

Para a prevencédo das diarreias neonatais destaca-se o0 manejo apropriado do
bezerro clinicamente afetado e do ambiente, sendo crucial para minimizar as perdas
econdmicas e garantir a diminuicdo do impacto ao bem-estar animal e ambiental
(Lorenz et al., 2011).

A imunidade determinada pelos rotavirus, por meio de infeccdo natural ou
antigenos presentes nas vacinas comerciais, atua contra infec¢cbes de sorotipos
homélogos de rotavirus para os quais 0os animais foram expostos anteriormente
(Oliveira et al., 1994). O fato de os bezerros nascerem praticamente desprovidos de
anticorpos associado ao desenvolvimento incompleto do sistema imune torna
extremamente importante a ingestdo do colostro para a aquisicdo de anticorpos
maternos e protecdo contra a diarreia por rotavirus (Saif et al., 1984; Robison et al.,
1988; Tizard, 2002). Recomenda-se que animais sadios ingiram trés litros de
colostro de boa qualidade das maes, dentro de quatro horas de nascimento,
alcancando um total de quatro litros nas 12 primeiras horas de vida (Chigerwe et al.,
2009). Desta forma, a ingestdo de colostro de boa qualidade pode prevenir a
incidéncia da doenga nos neonatos ou reduzir a severidade da diarreia.

Com o propésito de fornecer colostro de alta qualidade aos neonatos,

preconiza-se a vacinacdo das fémeas gestantes. Varios estudos tém demonstrado



gue a vacinacdo de vacas prenhes com vacinas de rotavirus vivo ou inativado é
capaz de elevar significativamente os titulos de anticorpos séricos, 0s quais sdo
transferidos para o colostro e o leite, protegendo passivamente 0s bezerros
(Castrucci et al., 1988; Tsunemitsu et al., 1989). Entretanto, em estudos a campo, a
eficacia da vacinacdo materna € variavel, sendo constatados diferentes resultados
guanto ao nivel de protecdo dos bezerros a exposicdo viral (Bellinzoni et al., 1987;
Kohara et al., 1997).

Para o controle e a prevencdo da diarreia neonatal bovina estdo disponiveis
no mercado nacional vacinas contendo os genotipos G6 e G10. Novilhas e vacas
nao vacinadas devem receber duas doses de vacinas, dois meses e um més antes
do parto, no qual os anticorpos serdo transferidos passivamente para os bezerros
pelo colostro (Barreiros et al., 2004).

Diferentes genotipos de rotavirus, novas variantes ou a reemergéncia de
alguns genotipos que foram previamente controlados pela vacina podem ocorrer e
difundir-se na populacdo em condi¢c6es adequadas. A pressao imune induzida pela
vacinagcdo em massa pode ser responsavel por promover ressortimento entre as
estirpes resultando também em transmissdo zoondtica (Matthijnssens et al., 2011).
Para a adocdo de um programa de vacinacdo eficaz deve ser considerada a
variacdo molecular das estirpes virais circulantes em uma determinada regido e seu

constante monitoramento.

2.6 EPIDEMIOLOGIA DAS ROTAVIROSES EM BOVINOS

Estudos de carater epidemiolégico de rotaviroses em bovinos tém sido
realizados em diferentes paises e com variadas taxa de prevaléncia. Na Espanha, o
rotavirus foi detectado em 25% das amostras fecais de bezerros diarreicos até 30
dias de idade em rebanhos leiteiros, associados a presenca de coronavirus,
Cryptosporidium spp. E. coli K99 e Salmonella spp. A idade média de animais
infectados por rotavirus foi de 12,9 dias (Garcia et al., 2000).

Na Turquia foi encontrada taxa de prevaléncia de 18,2% de rotavirose em

bezerros recém-nascidos, além da coinfeccdo com coronavirus e E. coli K99 (Ok et
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al., 2009). Na Holanda, Bartels et al. (2010) pesquisando cinco enteropatégenos (E.
coli K99, coronavirus, rotavirus, Cryptosporidium spp. e C. perfringens) em animais
com diarreia de oito a 14 dias de idade, encontraram prevaléncia de 17,7% para
rotavirus.

Garaicoechea et al. (2006) relataram a ocorréncia de diarreia por rotavirus e
0S genotipos das estirpes circulantes, em rebanhos bovinos leiteiros da Argentina,
durante um periodo de 10 anos (1994-2003). O virus foi detectado em 62,5% do
total de casos de diarreia estudados. As amostras positivas foram genotipadas e
identificadas como: 60% G6P[5], 4,4% G10P[11], 4,4% G6P[11] e 2,4% G10P[5].

Na China, Wei et al. (2013) investigaram as caracteristicas epidemiolégicas e
a distribuicdo genotipica de rotavirus bovino em amostras de fezes de bezerros com
diarreia. Os autores encontraram 41% de amostras positivas pelo ELISA. A
caracterizagdo molecular das amostras positivas pela RT-PCR indicou maior
ocorréncia do genotipo G6P[5], seguido de G6P[5+11], G10P[5+11] e G6+G10P][5].

No Brasil, investigacfes conduzidas por pesquisadores de diferentes regides
do pais foram capazes de associar o rotavirus bovino com quadros de diarreia em
bezerros, demostrando a disseminacao do virus. Barbosa et al. (1998) estudaram 33
propriedades da bacia leiteira de Minas Gerais, colhendo 194 amostras fecais de
bezerros com até 60 dias de nascidos. Pela técnica de ELISA detectaram 17% de
amostras positivas para rotavirus, das quais 60,6% eram diarreicas. No mesmo
estado, Ferreira et al. (2009) estudaram a prevaléncia de patégenos intestinais
causadores de diarreia em bezerros de 20 propriedades leiteiras. Foram analisadas
amostras de fezes de 319 animais, detectando taxa de prevaléncia de 8,0% para
rotavirus.

No Estado de Séao Paulo, Langoni et al. (2004), estudaram amostras fecais de
203 bezerros com diarreia em bezerros até 30 dias. A prevaléncia de rotavirus
encontrada foi de 25,1 (51/203) das amostras. No mesmo estado, estudo conduzido
por Freitas et al. (2011) em 51 rebanhos leiteiros com 103 amostras de fezes de
bezerros com diarreia e 308 amostras de animais sem diarreia, com idade entre um
e 45 dias, detectou prevaléncia de rotavirus em 21,6% (11/51) dos rebanhos e 6,7%

(27/404) dos bezerros. A maior frequéncia de infec¢éo foi determinada em bezerros
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com idade entre um e 15 dias. Ainda em Sao Paulo, Buzinaro et al. (2009)
estudaram a frequéncia de infeccdo e a classificacdo das estirpes de rotavirus
circulantes em 649 amostras colhidas de bezerros de corte em propriedades rurais.
Por meio da técnica de ELISA e PAGE, determinou-se a ocorréncia de rotavirus em
6,2% dos animais. A genotipagem pela RT-PCR revelou que as estirpes circulantes
nos rebanhos eram G6P[5], G6P[11], G6P[5]+P[11] e G10P[11].

Alfieri et al. (2004) utilizaram a técnica de RT-PCR para classificar as estirpes
circulantes de rotavirus em bezerros de rebanhos leiteiros e de corte situados nos
Estados do Mato Groso do Sul, Sdo Paulo, Goids e Parana. Foram detectadas
infeccbes singulares com seis associacfes diferentes de G e P (G6P[1], G6PJ[5],
G6P[11], G8P[11], G10P[11] e G5P[1]) e infeccbes mistas caracterizadas pelas
associacdes G6P[1]+P[5] e G6+G8P[1].

No Estado de Goiéas, Caruzo et al. (2010) estudaram a ocorréncia de rotavirus
em uma propriedade leiteira, colhendo 331 amostras de fezes de bezerros com
menos de um més de idade. Pela técnica de PAGE e ELISA, foram encontradas 33
(9,9%) amostras positivas para rotavirus, que foram genotipadas em G6P[1] (6,1%),
G10P[11] (9,1%) e G6P[11] (15,2%). A maioria das amostras (51,6%) apresentou
varios genotipos P, incluindo gendétipos humanos tipicos P[4] e P[6], sugerindo a
ocorréncia de coinfeccdes e rearranjos genéticos.

Em rebanhos de corte do Estado de Mato Grosso, Cabral (2014) detectou
prevaléncia de 4,41% de rotavirus em neonatos sem sinais clinicos de diarreia. As
amostras positivas genotipadas pertenciam ao genotipo G6P[11].

Medeiros et al. (2014) estudaram um surto de diarreia em rebanhos bovinos
de corte de alta producédo, em sistema de manejo extensivo no Estado de Mato
Grosso do Sul, com alta taxa de morbidade (60%) e mortalidade (7%). O rotavirus foi
detectado pela PAGE em 80% das amostras analisadas. A caracterizagao
genotipica das amostras positivas identificou o genotipo G6P[11] como o
responsavel pelo surto de diarreia em bezerros.

Os diferentes estudos epidemioldgicos realizados no Brasil e no mundo
mostram a importancia das rotaviroses como agentes causadores de diarreias em

rebanhos leiteiros e de corte e a necessidade da constante vigilancia dos genotipos
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para melhor caracterizacdo e entendimento da enfermidade assim como para a

adocao de medidas de controle e prevencao.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar dados epidemiolégicos sobre a ocorréncia de rotaviroses em
rebanhos bovinos leiteiros e de corte dos Estados de Minas Gerais, Goids e Mato
Grosso do Sul, no periodo de 2006 a 2010.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar a frequéncia de infeccdo por rotavirus em bezerros de rebanhos
bovinos leiteiros e de corte, dos Estados de Minas Gerais, Goias e Mato
Grosso do Sul;

» Verificar a distribuicdo de casos positivos de rotavirus nos rebanhos bovinos
desses estados de acordo com a presenca de sinais clinicos de diarreia e
faixa etaria dos animais;

» Determinar a distribuicdo de casos positivos para rotavirus nos rebanhos
bovinos, ao longo dos meses dos anos estudados;

« Analisar o perfil eletroforético do genoma de rotavirus identificados nas
amostras positivas;

» Analisar a distribuicdo dos genotipos G e P de rotavirus identificados nos

rebanhos bovinos leiteiros e de corte do estudo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 AREA DE ESTUDO

O presente estudo utilizou informacdes da infec¢éo por rotavirus em rebanhos
bovinos leiteiros e de corte dos Estados de Minas Gerais, Goias e Mato Grosso do
Sul, entre os anos de 2006 e 2010, obtidos no Laboratério de Rotaviroses, do
Departamento de Medicina Veterindria Preventiva e Reproducdo Animal, da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV/Unesp) de Jaboticabal, S&o
Paulo.

No periodo considerado, foram amostrados 77 rebanhos bovinos, sendo 47
rebanhos leiteiros e 30 rebanhos de corte, provenientes dos trés estados brasileiros,
gue compreendem a regido Sudeste e Centro-Oeste, totalizando 851 amostras de
fezes colhidas. As amostras foram obtidas de bezerros, na faixa etaria de um a 90
dias de idade, independentemente da manifestacéo de sinais clinicos de diarreia. A
Figura 1 mostra a quantidade de amostras de fezes colhidas dos animais, de acordo
com o estado da federacao de procedéncia.

Em termos climaticos, essas regides apresentam clima tropical semi-umido
com duas estacdes bem definidas, sendo um verdo quente, imido e chuvoso, e um

inverno ameno e seco (Nimer, 1989).
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Regido Estado Nimero de amotras
Goias 282
Mato Grosso do Sul 260
Sudeste Minas Gerais 309
Total 851

Centro QOeste

Figura 1. Quantidade de amostras de fezes de bezerros colhidas de acordo com o
estado da federacao de procedéncia, no periodo de 2006 a 2010.

Os rebanhos bovinos amostrados foram provenientes de 31 municipios,
sendo 16 do Estado de Minas Gerais, nove do Estado de Goiés e seis do Estado de
Mato Grosso do Sul. Os mapas dos estados e 0s municipios onde se encontravam

0s rebanhos estudados estao apresentados na Figura 2.
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Figura 2. Mapa da localizacdo geografica dos municipios do Estado de Minas
Gerais (A), municipios do Estado de Goias (B), e municipios do
Estado de Mato Grosso do Sul (C), onde encontravam-se 0sS
rebanhos estudados, entre 2006 e 2010.
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As amostras de fezes dos bezerros foram colhidas diretamente da ampola
retal em sacos plasticos, identificadas e mantidas em caixas isotérmicas refrigeradas
até serem armazenadas no laboratério & temperatura de -20°C. No momento da
colheita foram obtidas informacdes sobre a idade, consisténcia das fezes (diarreicas
ou nao), categoria do animal (rebanho leiteiro ou de corte) e informacdes sobre a
procedéncia (estado e municipio). Entretanto, ndo havia informacdo sobre a
ocorréncia de vacinacdo dos rebanhos. Os dados obtidos durante a colheita das
amostras foram anotados no caderno de registro do Laboratério de Rotaviroses da
FCAV/Unesp, o qual foi utilizado rotineiramente para consulta das informac¢des que
foram a base deste estudo.

Os protocolos das técnicas utilizadas para a pesquisa de rotavirus (PAGE) e
para a genotipagem viral (RT-PCR) foram consultados e encontram-se descritos a

seqguir.

4.2 ANALISE DA PRESENCA DE ROTAVIRUS PELA TECNICA DE PAGE

Para deteccdo de amostras positivas para rotavirus foi utilizada a técnica de

PAGE, conforme descrito por Herring et al. (1982) e Pereira et al. (1985).

4.2.1 Preparagao das suspensdes fecais

Foram preparadas suspensdes das amostras de fezes a 20% em tampao
Tris/Calcio (Tris/HCI 0,1 M; CaCl2 1,5 mM, pH-7,3), as quais foram homogeneizadas
periodicamente por 30 minutos a temperatura ambiente, seguidas de centrifugacéo a
1.030 x g por 15 minutos. O sobrenadante obtido foi transferido para microtubos, os
quais foram utilizados para a extracdo do RNA viral ou armazenados a temperatura

de -20°C para analise posterior.
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4.2.2 Extracdo de RNA, preparo e coloracao do gel de poliacrilamida

A extragcdo do RNA do rotavirus foi realizada adicionando 0,4 mL do
sobrenadante de cada amostra a microtubos contendo 40 uL de SDS a 10%,
seguido de incubacédo a 37°C por 30 minutos. Apds, foram adicionados 200 uL de
fenol destilado e 200 uL de cloroférmio, os quais permaneceram a temperatura
ambiente por 15 minutos seguidos de centrifugacédo a 1.030 x g por 10 minutos. Os
sobrenadantes obtidos foram transferidos para microtubos contendo 40 uL de NacCl
a 20% e 1,0 mL de etanol refrigerado. Os microtubos foram agitados em vértex e
incubados a temperatura de -20°C “overnight”.

ApoOs esse periodo, os microtubos foram centrifugados a 4.300 x g por 30
minutos e 0s sobrenadantes obtidos foram desprezados. Os microtubos foram
invertidos em papel filtro para secagem do “pellet’, os quais foram ressuspendidos
com 15 uL de dissociador de amostra. Apés incubacgédo a 37°C durante 30 minutos,
as amostras foram distribuidas no gel de poliacrilamida.

O gel de poliacrilamida foi obtido a partr de uma solucdo de
acrilamida/bisacrilamida na concentracdo de 30/0,8. A visualizacdo dos segmentos
do genoma do rotavirus foi feita pela coloracdo com nitrato de prata. Foi utilizada
como controle positivo a estirpe padrao de rotavirus bovino NCDV (“Nebraska Calf
Diarrhea Virus”) cedida pelo Prof. Dr. José Antdnio Jerez do Departamento de
Medicina Veterindria Preventiva e Saude Animal-VPS, da Universidade de S&o
Paulo/SP.

4.3 ANALISE DO PERFIL ELETROFORETICO

A classificacdo das amostras quanto aos diferentes perfis eletroforéticos,
baseou-se nas diferencas de velocidade de migracdo dos segmentos genémicos,
utilizando-se o método de Lourenco et al. (1981). Esse método consiste na divisao
dos 11 segmentos do RNA de rotavirus do grupo A em quatro classes ou arranjos

denominados classe | (segmentos 1 a 4), classe Il (segmentos 5 e 6), classe lll
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(segmentos 7 a 9) e classe IV (segmentos 10 e 11). Pequenas variacdes de peso
molecular dentro de cada classe interferem no perfil de migracéo, indicando a
presenca de perfis eletroforéticos distintos, ou diferentes eletroferotipos. Para tanto,
cada segmento genémico da amostra de rotavirus de campo foi comparado com os
respectivos segmentos da amostra padrdao NCDV. A analise do perfil de migracéo
das amostras de campo tem sido utilizada para caracterizar as amostras de

rotavirus, identificando a circulagé@o de diferentes perfis durante os surtos de diarreia.

4.4 GENOTIPAGEM DAS AMOSTRAS POSITIVAS PELA RT-PCR

A RT-PCR foi utilizada para a caracterizacédo dos genotipos G e P de rotavirus
bovino, baseando-se na metodologia descrita por Gouvea et al. (1990, 1994a) e
Gentsch et al. (1992).

O comprimento (niUmero de pares de base) do segmento genémico produzido
e amplificado na PCR, foi utilizado para a classificacdo das amostras positivas,
comparando a amostra padrao NCDV de rotavirus cultivados em células MA-104. As
reacoes em que se observou a amplificacdo de segmentos para dois ou mais
genotipos foram refeitas mediante a utilizacdo de “primer” Unico, com o objetivo de

confirmar os achados.

4.4.1 Extracdo do RNA de rotavirus bovino

O RNA foi extraido a partir de suspenséo fecal a 50% preparada em agua
tratada com DEPC (dietilpirocarbonato), e posteriormente clarificada por
centrifugacédo a 4.300 x g por 15 minutos a temperatura de 4°C. Apés, 250 uL da
suspensao fecal obtida anteriormente foram adicionadas a 750 pL de TRIZOL
Reagent® (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA), homogeneizados e apds incubacéo de
5 minutos a temperatura ambiente, foram adicionados 200 pL de cloroférmio. Em
seguida, a amostra foi centrifugada a 4.300 x g por 15 minutos a 4°C, sendo o
sobrenadante transferido a um novo microtubo. Para a precipitagdo do RNA viral,

500 pL de isopropanol foram adicionados, seguidos de incubagéo por 15 minutos a
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-20°C. A seguir, a amostra foi centrifugada a 4.300 x g por 15 minutos a 4°C e o
sobrenadante foi desprezado. Ao material precipitado foram adicionados 950 pL de
etanol a 75% o qual foi novamente centrifugado nas mesmas condigdes por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado e apés secagem em banho-maria seco a
56°C, o “pellet’ foi ressuspendido em 17 uL de agua tratada com DEPC. A amostra
foi incubada a 56°C por 10 minutos e conservada a temperatura de -20°C até o

momento do uso.

4.4.2 Sintese do DNA complementar (cDNA) e PCR

Para a sintese do cDNA foi utilizado o kit Super Script™ One-Step RT-PCR
with Platinum® Taq (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA), processando-se em uma
Unica etapa a sintese do cDNA e a PCR dos genes que codificavam para a proteina
VP7 (G) ou para a proteina VP4 (P). A PCR foi processada em termociclador
“Mastercycle” da marca Eppendorf®.

Assim, 5 pL do produto de extragdo do RNA, previamente desnaturados a
95°C por 5 minutos e mantidos em gelo, foram adicionados ao “mix” de reagentes
contendo 12,5 yL do tampéao de reacao (2x Reaction mix: 0,4 mM de dNTPs; 2,4 mM
MgS04), 0,5uL da enzima RT/Platinum Taq (Transcriptase Reversa) e 1,25 pL dos
“primers” senso e anti-senso especificos para cada um dos genotipos G ou P,
conforme descrito por Gouvea et al. (1990, 1994a, 1994b) e Gentsch et al.(1992)
(“primers” Beg9, End9, End9CRWS8, End9UK e “primers” con3 e con2,
respectivamente), na concentracao final de 10 pmol/uL cada. O volume da reacao foi
completado para 25 pL com agua tratada com DPEC. Os “primers” utilizados estao
apresentados no Quadro 2.

A sintese do cDNA foi realizada incubando-se a reagéo por 30 minutos a 45°C
seguido de 1 ciclo de 2 minutos a 94°C. A seguir, o cDNA produzido foi amplificado
executando-se 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 2 minutos a 45°C e 1 minuto a 72°C. A

extensao final foi realizada por 10 minutos a 72°C.
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Quadro 2. Sequéncia de bases dos “primers” utilizados para a genotipagem G e P
de rotavirus bovino, sua posicdo no genoma, tamanho do segmento
esperado e referéncias.

Primer Sequéncia de bases Genotipo| Tamanho |Referéncia
Beg9 | GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTGG ‘Primer'sense| Gouvea
‘Primer’ etal.
End9 | GGGGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG . (1990)
antisense
DT6 CTAGTTCCTGTGTAGAATC G6 500 bp
HT8 CGGTTCCGGATTAGACAC G8 274 bp Gentsch
ET10 TTCAGCCGTTGCGACTTC G10 715 bp (%S'z')
FT5 CATGTACTCGTTGTTACGTC G5 780 bp
BT11 GTCATCAGCAATCTGAGTTGC G11 337 bp
Con 2 ATTTCGGACCATTTATAACC Primer
antisense
Con 3 TGGCTTCGCTCATTTATAGACA Primer
sense Gouvea
pNCDV CGAACGCGGGGGTGGTAGTTG P[1] 622 bp et al.
pUK GCCAGGTGTCGCATCAGAG P[5] 555 bp (1994)
pB223 GGAACGTATTCTAATCCGGTG P[11] 314 bp
pOSU CTTTATCGGTGGAGAATACGTCAC P[7] 502 bp
pGott GCTTCAACGTCCTTTAACATCAG P[6] 423 bp

4.4.3 Multiplex “semi-nested” PCR

A segunda amplificacdo (multiplex “semi-nested” PCR) foi utilizada para a
classificacdo das estirpes de rotavirus e consistiu em adicionar 0,5 pL de DNA
amplificado na etapa anterior a solucdo composta por 2,5 uL de 10x PCR buffer II;
0,75 pL de MgCI2-50 mM; 0,5 puL de DNTPs-10 mM; 0, 625 pL na concentracao de
20 pmol/uL de “primer” mix G ou P (SBeg9, DT6, ET10, HT8, FT5, BT11 ou Con2,
PB223, PGOOT, PNCDV, POSU, PUK, e 0,13 uL da enzima Taq DNA polimerase
(50U).

O volume da reacgéo foi completado para 25 pL com agua tratada com DPEC.
A reacao de multiplex “semi nested” PCR foi submetida a 94°C por 2 minutos,
seguida de 25 ciclos de 1 minuto a 94°C, 2 minutos a 55°C e 1 minuto a 72°C. A

extensao final foi realizada a 72°C por 10 minutos. Em seguida, 8 pL dos produtos
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oriundos da segunda amplificacdo foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 1,5% (p/v) em tampéao TBE (Tris 0,089 M; acido bérico 0,089 M; EDTA
0,002 M, pH 8,0), fazendo-se corar o gel em banho de 4gua com 0,5 pg/mL de
brometo de etideo por 15 minutos. Utilizou-se como controle positivo a amostra

NCDV de rotavirus e agua tratada com DPEC como controle negativo.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi aplicada nos resultados gerais e por estado (Minas
Gerais, Goids e Mato Grosso do Sul) para avaliar a frequéncia da infec¢cdo por
rotavirus, entre rebanhos leiteiros e de corte, e amostras diarreicas e nao diarreicas.
Ainda, a estatistica foi aplicada para comparar a frequéncia da infeccdo em
diferentes faixas etarias dos bezerros nos dois tipos de exploracdo pecuaria e entre
0s periodos chuvosos e secos ao longo dos anos estudados (2006 a 2010).

O teste estatistico qui-quadrado foi utilizado, com nivel de confianca de 95%,
de acordo com Thrusfield (2005), pelo programa estatistico Epi Info™ 7.1.4. O
programa Maplinfo Professional versédo 7.5 foi utilizado para construcdo de mapas

geograficos ilustrativos dos municipios e estados estudados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETECCAO DA INFECCAO POR ROTAVIRUS PELA PAGE

A presenca de rotavirus foi avaliada no periodo de 2006 a 2010, nos
rebanhos leiteiros e de corte dos Estados de Minas Gerais, Goias e Mato Grosso do
Sul, com taxa de prevaléncia de 29,9% (23/77) entre o total de rebanhos e 7,1%
(60/851) entre as amostras analisadas. Entre os rebanhos leiteiros estudados, 17%
(8/47) apresentaram bezerros com resultados positivos para rotavirus, enquanto nos
rebanhos de corte, 50% (15/30) dos rebanhos foram positivos. A frequéncia de
positivos nas amostras de bezerros leiteiros foi de 3,1% (15/481), e nos bezerros de
corte, 12,2% (45/370). Os resultados estao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados gerais, de acordo com o tipo de exploracéo e consisténcia das
fezes, da técnica de PAGE, para detec¢do de rotavirus em bezerros dos
Estados de Minas Gerais, Goias e Mato Grosso do Sul, no periodo de

2006 a 2010
a ~ Rebanho Total de amostras
Procedéncia Exploracéo — —

Positivo Total % Positivo Total %

Minas Gerais Leite 4 33 12,1 7 256 2,7
Corte 1 6 16,7 3 54 5,6

Subtotal 5 39 12,8 10 309 3,2
Goias Leite 3 13 23,1 7 216 3,2
Corte 8 11 72,7 26 66 394

Subtotal 11 24 45,8 33 282 11,7
Mato Grosso do Sul Leite 1 1 100,0 1 10 10,0
Corte 6 13 46,2 16 250 6,4

Subtotal 7 14 50,0 17 260 6,5
Leite 8 47 17,0 15 481 3,1

Totais Corte 15 30 50,0 45 370 12,2
23 77 29,9 60 851 7,1

As prevaléncias de rotavirus em bovinos podem variar de acordo com 0s
rebanhos e metodologia empregados nos estudos. Resultados semelhantes foram
encontrados em diversos paises europeus, onde foram analisadas 2.021 amostras

fecais de bovinos pertencentes a 1.092 fazendas, nas quais foram encontradas
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diferentes frequéncias de infeccdo pelo virus, variando de 5% na Hungria e
Eslovénia a 46% na Dinamarca. .Na Espanha, Garcia et al. (2000) detectaram
42,7% de prevaléncia de rotavirus em bezerros. Bartels et al. (2010) ao estudarem
bovinos com até 30 dias de idade na Holanda, detectaram 17,7% de infeccdo por
rotavirus, além da presenca de outros enteropatdégenos. As diferencas encontradas
podem ser devido aos estudos abrangerem rebanhos com bezerros saudaveis em
alguns paises e em outros animais apresentando sinais clinicos de diarreia.

A infecg&o por rotavirus foi encontrada com maior frequéncia em bezerros de
corte quando comparada as amostras de rebanhos leiteiros, sendo os resultados
estatisticamente significativos (x>= 26,1; p<0,05). Este fato pode ser resultado das
diferentes préaticas de manejo adotadas na producdo de bovinos. A utilizacdo da
técnica de inseminacéo artificial em tempo fixo, que concentra 0 nascimento de
bezerros em um determinado periodo, frequentemente na época das chuvas, pode
facilitar a transmissao do agente. Outro fator importante na producdo bovina € o
manejo de bovinos leiteiros ser mais meticuloso que de bovinos de corte. A adocao
de medidas higiénico-sanitérias mais intensas nos bovinos leiteiros pode reduzir a
infeccdo dos bezerros nos primeiros dias de vida. Lorenzetti et al. (2013) néo
encontraram resultados positivos para rotavirus em rebanhos de corte nos Estados
de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana e Rond6nia. No
entanto, relatos da participacdo de rotavirus na etiologia da doenca em bezerros de
corte ja foram descritos por Buzinaro et al. (2003) e Alfieri et al. (2004) em diversos
estados do Brasil.

Das 851 amostras de fezes de bezerros colhidas, 199 amostras eram
diarreicas. Destas, 22,6% (45/199) foram positivas para rotavirus na técnica de
PAGE. Das 652 amostras colhidas de animais sem diarreia, 2,3% (15/652) foram

positivas na PAGE. Os resultados encontrados estdo apresentados na Tabela 2.



25

Tabela 2. Resultados da técnica de PAGE para deteccdo de rotavirus, de acordo
com a consisténcia das fezes, em bezerros dos Estados de Minas Gerais,
Goias e Mato Grosso do Sul, no periodo de 2006 a 2010.

Total Amostras Amostras
diarreicas nao diarreicas

Exploracéo N° Positivo (%) N° Positivo (%) N° Positivo (%)

Leiteira 481 15 31 71 6 8,5 410 9 2,2
Corte 370 45 12,2 128 39 30,5 242 6 2,5
Total 851 60 7,1 199 45 22,6 652 15 2,3

Os resultados apresentaram diferenca estatistica significativa entre amostras
diarreicas e ndo diarreicas (x*= 95,99; p<0,05), mostrando que amostras diarreicas
estdo associadas com a infeccéo pelo rotavirus. No Brasil, a ocorréncia de diarreia
aguda em bezerros foi associada a infecgéo por rotavirus em varios estudos (Brito et
al. 2000; Alfieri et al. 2004; Caruzo et al. 2010; Silva et al. 2012). No entanto, a
presenca de animais assintomaticos eliminando o virus contribui favoravelmente
para a contaminacdo ambiental e sua disseminacdo, atuando como importantes

fontes de infec¢do da enfermidade nos rebanhos bovinos.

5.1.1 Ocorréncia de rotavirus no Estado de Minas Gerais

No Estado de Minas Gerais, a prevaléncia de rotavirus encontrada nas
amostras de fezes foi de 3,2% (10/309). Entre os rebanhos, 12,8% (5/39) foram
positivos. Das amostras obtidas de animais com diarreia, 10,8% (4/37) foram
positivas, enquanto nas amostras nao diarreicas, 2,2% (6/272) foram positivas. Os

resultados estdo descritos na Tabela 3.
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Tabela 3. Resultados da técnica de PAGE para deteccdo de rotavirus em bezerros
do Estado de Minas Gerais no periodo de 2006 a 2010.

Amostras Amostras
Total . ) L .
diarreicas nado diarreicas
Procedéncia Exploragdo N° Positivo (%) N° Positivo (%) N° Positivo (%)
) Leiteira 255 7 3 28 1 3,6 227 6 2,6
Minas
Gerais Corte 54 3 56 9 3 33,3 45 0 0
Total 309 10 32 37 4 10,8 272 6 2,2

Nos rebanhos de corte deste estado, todos os casos positivos de rotavirus
foram provenientes de amostras de fezes diarreicas. No estudo de Barbosa et al.
(1998) foi encontrada maior prevaléncia do que o presente estudo, enquanto
Dulgheroff et al. (2016) verificaram prevaléncia semelhante, no entanto, foram
analisadas apenas amostras diarreicas.

Os resultados quando submetidos ao teste do qui-quadrado nao foram
significativos quando comparadas amostras positivas entre bezerros leiteiros e de
corte. No entanto, para esse estado, houve relacdo estatistica significativa entre a
ocorréncia de rotavirus e a manifestacdo clinica de diarreia (x’= 4,71; p<0,05). A
Figura 3 mostra a distribuicdo das amostras positivas para rotavirus nos municipios

estudados do Estado de Minas Gerais.
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Figura 3. Mapa do Estado de Minas Gerais destacando os municipios onde foram
encontrados bezerros positivos para rotavirus, entre 2006 e 2010.
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E importante salientar que as amostras positivas para rotavirus foram
provenientes de municipios distintos, os quais nao fazem limites geograficos uns
com os outros, evidenciando a circulacao viral em diferentes regides do Estado de
Minas Gerais.

Ferreira et al. (2009) pesquisando o agente em propriedades leiteiras nas
regides Centro Oeste e Alto Paranaiba de Minas Gerais, detectaram prevaléncia de
8%, além da associacdo de rotavirus nas infeccdes com algumas enfermidades
parasitarias. A circulacdo do agente viral no Estado de Minas Gerais pode resultar
em diversos impactos econdmicos, principalmente pela importancia na producéo

leiteira brasileira.

5.1.2 Ocorréncia de rotavirus no Estado de Goias

O Estado de Goias obteve o maior nUmero de amostras positivas para a
infeccdo, com 11,7% (33/282) entre as amostras de fezes. A infec¢cdo pelo virus foi
verificada em 45,8% (11/24) dos rebanhos. Dos casos de diarreia, 29,4% (30/102)
foram positivos e 1,7% (3/180) foram positivos em amostras ndo diarreicas. Os
resultados desse estado encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4. Resultados da técnica de PAGE para deteccédo de rotavirus em bezerros
do Estado de Goias no periodo de 2006 a 2010.

Amostras Amostras

Total : ) . .
diarreicas nao diarreicas
Procedéncia Exploragcdo N° Positivo (%) N° Positivo (%) N° Positivo (%)
Leiteira 216 7 3,2 42 4 95 174 3 1,7

Goias

Corte 66 26 39,4 60 26 43,3 6 0 0
Total 282 33 11,7 102 30 29,4 180 3 1,7

Neste estado também foi constatado que todos 0s casos positivos de
rotavirus em rebanhos de corte eram provenientes de animais com diarreia.
Suphoronski et al. (2016) também relataram a infecgcéo por rotavirus no Estado de

Goias provenientes de animais com diarreia.
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A andlise dos dados pelo teste do qui-quadrado mostrou relacdo significativa
entre a frequéncia de rotavirus e a presenca de diarreia (x*=46,39; p<0,05). Ao
serem comparadas a frequéncia de positivos entre rebanhos leiteiros e de corte
desse estado, encontrou-se diferenca estatistica significativa (x’=63,94; p<0,05). Na
Figura 4, estdo destacados 0os municipios onde foram encontrados animais positivos

para rotavirus.

Rio Verde
(8 positivos)
Jatai
(9 positivos)

Mineiros
(3 positivos)

Bom Jesus de Goias
(3 positivos)

Figura 4. Mapa do Estado de Goias destacando os municipios onde foram
encontrados bezerros positivos para rotavirus, entre 2006 e 2010.

Observa-se que 0s municipios com casos positivos para 0 agente estdo muito
proximos. Ainda, o Municipio de Mineiros faz divisa com outros dois estados, Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul, possibilitando a disseminag¢do do virus para outras
regioes.

Alfieri et al. (2006) pesquisando rotavirus em diversos estados brasileiros
encontraram 17,3% de amostras positivas no Estado de Goias, taxa maior que a
encontrada neste trabalho. Ao avaliar separadamente rebanhos leiteiros e de corte,
evidenciou-se maior disseminacdo do agente viral em rebanhos de corte. No
entanto, Brito et al. (2000) constatou maior taxa de prevaléncia em rebanhos leiteiros

no Estado de Goias.
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5.1.3 Ocorréncia de rotavirus no Estado de Mato Grosso do Sul

No Estado de Mato Grosso do Sul, 50% (7/14) dos rebanhos apresentaram
pelo menos um animal positivo para rotavirus. Entre as amostras de fezes, 6,5%
(17/60) foram positivas. Das amostras diarreicas, 18,3% (11/60) foram positivas,
enquanto nas amostras néo diarreicas, 3% (6/200) foram positivas. Os resultados

estao descritos na Tabela 5.

Tabela 5. Resultados da técnica de PAGE para deteccdo de rotavirus em bezerros
do Estado de Mato Grosso do Sul no periodo de 2006 a 2010.

Total A_mosjcras ~Am_ostra_ls
diarreicas nao diarreicas
Procedéncia Exploracdo N° Positivo (%) N° Positivo (%) N° Positivo (%)
Mato Grosso Leiteira 10 1 10 1 1 10 9 0 0
do Sul Corte 250 16 6 59 10 16,9 191 6 3,1
Total 260 17 6,5 60 11 18,3 200 6 3,0

Neste estado, a maior parte das amostras foi proveniente de rebanhos de
corte, sendo apenas uma amostra positiva obtida de rebanho leiteiro. Entre o0s
animais de corte que apresentaram sinal clinico de diarreia, 16,9% (10/59) foram
positivos na PAGE, jA aqueles que ndo tinham o sinal clinico, 3,1% (6/191)
apresentaram rotavirus nas fezes. Alfieri et al. (2006) e Suphoronski et al. (2016)

relataram prevaléncia maior de rotavirus no Estado de Mato Grosso do Sul.
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A Figura 5 mostra os municipios onde foram relatados casos positivos para

rotavirus.

Figueirao Costa Rica
iti 1 positivo
(10 positivos) (e ) Cassilandia

2 positivos)

Rio Negro
(1 positivo)

Ribas do Rio Pardo
(3 positivos)

Figura 5. Mapa do Estado de Mato Grosso do Sul destacando os municipios onde
foram encontrados bezerros positivos para rotavirus, entre 2006 e 2010.

Os dados foram analisados pelo teste do qui-quadrado e mostraram relacao

estatisticamente significativa (x°= 15,33; p< 0,05) entre a frequéncia de rotavirus e a

manifestacdo clinica de diarreia. Ao serem comparados rebanhos leiteiros e de

corte, ndo houve diferenca estatisticamente significativa nos dois tipos de exploracéo

para este estado.

5.2 INFLUENCIA DA IDADE NOS CASOS POSITIVOS DE ROTAVIRUS

Informacdes referentes a faixa etaria foram obtidas de 751 bezerros,
permanecendo 100 animais sem identificacdo. Os dados totais mostraram
prevaléncia de 9,6% (41/425) de rotavirus em animais na faixa etaria de um a 30
dias; 4,2% (13/311), de 31 a 60 dias de idade; 6,7% (1/15) em bezerros maiores que
60 dias; e, prevaléncia de 5% (5/100) em animais sem identificacdo de idade. Os

resultados estdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Distribuicdo das amostras de fezes positivas para rotavirus pela técnica de
PAGE de acordo com a faixa etaria dos bezerros, em rebanhos leiteiros e
de corte, dos Estados de Minas Gerais, Goias e Mato Grosso do Sul, no
periodo de 2006 a 2010.

Rebanhos leiteiros Rebanhos de corte
. - . Total
0
41
1-30 175 4 2,3 250 37 14,8 9.6)
13
31-60 212 6 2,8 99 7 7,1 (4.2)
. 1
Maior que 60 14 0 0 1 1 100 6.7)
Sem identificacao 80 5 6,3 20 0 0 (g)
60
Total 481 15 3,1 370 45 12,2 (7.1)

Nos bezerros leiteiros, foi encontrada prevaléncia de 2,3% (4/175) em animais
com idade entre um e 30 dias e 2,8% (6/212) em animais de 31 a 60 dias de idade.
Acima dos 60 dias ndo foram encontrados casos positivos. Em amostras sem
identificacdo de idade, foram verificadas 6,3% (5/80) de amostras positivas. Os
dados foram submetidos a andlise estatistica pelo teste do qui-quadrado e os
valores obtidos ndo apresentaram resultados estatisticamente significativos.

Nos rebanhos de corte, foram detectados 14,8% (37/250) e 7,1% (7/99) de
animais positivos na faixa etaria de um a 30 e 31 a 60 dias de idade,
respectivamente. Para animais acima de 60 dias, uma amostra foi positiva. Dos 20
animais sem identificacdo, todos foram negativos. A analise estatistica pelo teste do
qui—quadrado mostrou diferenca estatisticamente significativa (x?=3,85; p<0,05)
entre os animais da faixa etaria de um a 30 dias e 31 a 60 dias de idade, nos
bezerros de corte.

Ao serem comparados bezerros leiteiros e de corte da mesma faixa etaria,
houve diferenca estatistica significativa (x*= 18,49; p<0,05) entre os animais de um a
30 dias de idade, mostrando que a infeccdo foi mais frequente em bezerros com

idade até 30 dias nos rebanhos de corte. No entanto, ndo houve diferenca estatistica
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significativa entre os bezerros das demais faixas etarias e os dois tipos de
exploracdo pecuaria.

A presenca de rotavirus relacionada a faixa etaria dos animais foi observada
com maior frequéncia em bezerros com menos de 30 dias de idade.
Nourmohamnadzadeh et al. (2012) relataram maior prevaléncia de infeccdo por
rotavirus em bezerros com idade entre duas a quatro semanas e menor em animais
na primeira semana de vida. Embora a infeccdo pelo rotavirus seja
significativamente maior em animais com idade até 30 dias (Alfieri et al., 2006), foi
possivel observar a presenca de animais positivos com idade superior a essa faixa
etaria, representando 4,3% (14/326) das amostras.

Animais jovens sao mais suscetiveis a infeccdo pelo rotavirus devido a
reposicdo lenta do epitélio apical das vilosidades intestinais, facilitando o
desenvolvimento completo do ciclo replicativo e a producédo viral. Animais adultos
tornam-se resistentes a doenca porque a reposicao dos enterécitos € mais intensa e
compete com a replicacdo viral, de forma que somente as estirpes virais muito
virulentas podem causar diarreia em bezerros mais velhos (Crawford et al., 2006).
Ainda, bezerros muito jovens sdo mais susceptiveis a rotavirose por nao
apresentarem o sistema imune competente, resultando no aumento das taxas de
infeccdo e aumentando a possibilidade de infec¢cdes secundéarias. O rotavirus é
encontrado no ambiente e comumente se faz presente no intestino de animais
adultos. As manifestacdes clinicas da doenca estéo relacionadas a diversos fatores
como nivel de imunidade contra o virus, estirpe viral, infeccdo concomitante,
estresse, lotacdo, entre outros (Ramig, 2004). Boas praticas de higiene e manejo
adequado dos animais associadas com a vacinacdo materna tém sido adotadas
mundialmente no controle e profilaxia da rotavirose em bezerros
(Dhama et al., 2009).
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5.3 DISTRIBUICAO TEMPORAL DE CASOS POSITIVOS DE ROTAVIRUS

Durante o periodo de 2006 a 2010 foram analisadas 851 amostras de fezes
de bezerros, colhidas entre janeiro e dezembro nos estados de Minas Gerais, Goias
e Mato Grosso do Sul, para deteccdo de rotavirus. A quantidade de amostras

colhidas em cada ano esta descrita na Tabela 7.

Tabela 7. Distribuicdo temporal da colheita das amostras de fezes e dos casos
positivos de rotavirus em bezerros de rebanhos bovinos leiteiros e de
corte, provenientes dos Estados de Minas Gerais, Goias e Mato Grosso
do Sul, no periodo de 2006 a 2010

Ano N°de amostras colhidas N° de amostras positivas % de amostras positivas

2006 25 3 12
2007 1 0 0
2008 206 20 9,7
2009 103 22 21,4
2010 516 15 2,9
Total 851 60 7,1

A Figura 6 apresenta a frequéncia de amostras positivas para rotavirus ao
longo dos meses dos anos de 2006 a 2010, nos Estados de Minas Gerais, Goiés e
Mato Grosso do Sul. No periodo estudado, verificou-se maior frequéncia de positivos
para rotavirus nos meses de outubro, novembro e dezembro, que sdo meses
caracterizados por serem chuvosos. No més de julho, houve um aumento da
frequéncia de casos positivos. Este més compreende o periodo seco previsto para
as regides estudadas.

A analise estatistica entre os casos positivos de rotavirus durante o periodo
seco (abril a setembro, 14 positivos) e chuvoso (outubro a margo, 46 positivos) nos
anos estudados nao foi significativa, mostrando que a ocorréncia de rotaviroses em
bovinos pode ocorrer durante os dois periodos do ano. No entanto, observam-se
maiores picos de positivos nos meses de maior precipitagdo pluviométrica, nos quais
pode ocorrer maior contaminacdo ambiental, aumentando o risco de infeccéo, além
de maior resisténcia da particula viral. No més de julho, considerado do periodo

seco do ano, foi registrado um pico de casos positivos, 0 que pode ser explicado
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pela maior quantidade de amostras colhidas. Ribeiro (2014) encontrou maior
frequéncia de positivos para rotavirus com o aumento da intensidade de chuvas na
primavera, sendo o inverno a estacdo com o menor numero de casos. As infeccdes
por rotavirus possuem um padrdo sazonal no Japdo e em outros paises de clima
temperado, com picos epidémicos ocorrendo nos meses mais frios do ano (Abe et
al., 2009).

Estudos sobre a distribuicdo temporal de rotavirus em bovinos séo escassos
no Brasil e no mundo, no entanto, o0 monitoramento das infec¢des pelo virus é
importante para o controle de surtos em seres humanos e animais. Atchison et al.
(2010) relataram maior frequécia de surtos de diarreias por rotavirus em criancas na
Europa no final do inverno e inicio da primavera, sugerindo que a sazonalidade da

infeccdo possa estar relacionada a fatores meteorologicos.
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Figura 6. Distribuicdo temporal do nimero de amostras de fezes colhidas e de
casos positivos de rotavirus em bezerros leiteiros e de corte dos Estados
de Minas Gerais, Goias e Mato Grosso do Sul, no periodo de 2006 a
2010.
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5.4 ANALISE DO PERFIL ELETROFORETICO DAS ESTIRPES DE ROTAVIRUS

A andlise do perfil eletroforético das estirpes de campo de rotavirus mostrou a
existéncia de uma grande diversidade genémica nos rebanhos examinados. Entre as
32 amostras classificadas, constatou-se a presenca de quatro perfis eletroforéticos
distintos.

Das 32 amostras com identificacdo dos perfis, sete foram classificadas como
pertencentes ao eletroferétipo D, 12 ao perfil E, trés ao perfil F e 10 ao perfil H. Os

resultados obtidos da andlise dos eletroferdtipos encontram-se na Tabela 8.

Tabela 8. Perfis eletroforéticos de rotavirus bovino em amostras de fezes de
bezerros com um a 90 dias de idade dos Estados de Minas Gerais,
Goias e Mato Grosso do Sul, de acordo com o tipo do rebanho e o
municipio de origem, no periodo de 2006 a 2010.

Perfil eletroforético Amostra

Estado Rebanho Amostra nao classificada
Exploracéo positivo  positiva b E F H
Minas Gerais
Leiteiro
Bom Jesus da Penha 1 1 1
Carmo do Cajuru 1 3 2 1
Conselheiro Lafaiete 1 2 2
Indiandpolis 1 1 1
Corte
Corinto 1 3 3

Subtotal 5 10 0 0 0 2
Goias
Leiteiro
Bom Jesus de Goias 1 3 2 1
Jatai 1 1 1
Serrandpolis 1 3 3
Corte
Cacu 1 3 3
Jatai 2 8 6 2
Mineiros 1 3 3
Rio Verde 3 8 4 4
Serrandpolis 1 4 4

Subtotal 11 33 6 9 0 0 18
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Mato Grosso do Sul

Leiteiro

Costa Rica 1 1 1

Corte

Cassilandia 1 2 1 1

Figueirdo 2 10 2 8

Ribas do Rio Pardo 2 3 3

Rio Negro 1 1 1
Subtotal 7 17 1 3 3 8 2

Total 23 60 7 12 3 10 28

De acordo com a velocidade de migracdo do genoma do rotavirus, nos
rebanhos leiteiros pertencentes aos Estados de Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e
Goias estavam presentes os eletroferotipos H e E, enquanto os tipos D, E, F e H
foram identificados nos rebanhos de corte dos mesmos estados.

No Estado de Minas Gerais, duas amostras foram possiveis de serem
identificadas quanto ao perfil eletroforético, sendo oriundas de rebanho leiteiro do
Municipio de Carmo do Cajuru. No Estado de Goias, 15 perfis foram identificados,
sendo seis do perfil D, pertencentes a rebanhos de corte do Municipio de Jatai, e
nove do perfil E, sendo cinco de rebanhos leiteiros dos Municipios de Bom Jesus de
Goias e Serranoépolis e quatro de rebanhos de corte do Municipio de Rio Verde.

No Estado de Mato Grosso do Sul foi possivel detectar uma maior variacao de
perfis eletroforéticos (D, E, F, H), todos pertencentes a rebanhos de corte. No
Municipio de Cassilandia foram idenficados os perfis D e E, em Figueirdo, E e H.O
perfil F s6 foi encontrado no Municipio de Ribas do Rio Pardo. As Figuras 7 e 8
ilustram os diferentes perfis encontrados no estudo.

Nota-se que o perfil E foi mais vezes detectado, com excec¢do do Estado de
Minas Gerais, onde néo foi encontrado. A analise do perfil do genoma pela PAGE é
uma técnica util para se distinguir diferencas entre estirpes de campo e para
fornecer informacgdes sobre o significado epidemioldgico da variagcdo genémica dos
rotavirus, no entanto, as razdes para a ocorréncia de eletroferétipos distintos
estarem circulando entre os bezerros ndo foram determinadas. Deve-se levar em

consideracdo o fato de que novas variantes do virus podem surgir nos rebanhos,
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devido principalmente ao acumulo de mutacdes pontuais, e também ao rearranjo de
genes facilitado pela natureza segmentada do virus, que podem alterar o genoma
viral (Matthijnssens; Desselberger, 2012).

Observa-se que no estudo foi detectado uma maior variagdo de perfis
eletroforéticos em rebanhos de corte, contrastando com trabalhos realizados por
outros autores em rebanhos bovinos leiteiros, que também detectaram grande
variagcdo no perfil eletroforético das amostras (Theil; Mccloskey, 1989; Mendes et al.
1993). Resultados semelhantes foram obtidos no Brasil por Jerez et al. (1989),
Mendes et al. (1993) e Buzinaro et al. (2000) que identificaram diferentes perfis

circulando em rebanhos bovinos.

NCDV H H H H H

Segmentos

Figura 7. Perfil eletroforético do genoma de rotavirus do grupo A detectado em
bezerros de rebanhos de corte do Estado de Mato Grosso do Sul, em
comparacdo com a amostra padrdo NCDV. Perfil de amostras
classificadas como eletroferétipo H.
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Figura 8. Perfil eletroforético do genoma de rotavirus do grupo A detectados em
bezerros de rebanhos de corte no Estado de Goias. 1. Linhas 1 a 5
estirpes de rotavirus com o mesmo perfil do genoma (perfil E), e amostra
padrdao NCDV.

5.5 CARACTERIZACAO DOS GENOTIPOS G E P DE ROTAVIRUS

A caracterizacao dos genotipos G (VP7) e P (VP4) pela RT-PCR foi realizada
nas 60 amostras positivas, no entanto, 29 amostras foram possiveis de ser
genotipadas. A analise mostrou duas associacdes de genotipos diferentes, sendo a
G6P[5] verificada com 82,8% (24/29) de prevaléncia, e a G6P[11], com 17,2%
(5/29). Em rebanhos leiteiros, o genotipo G6P[5] foi encontrado em 66,7% (6/9) das
amostras e o genotipo G6P[11] em 33,3% (3/9). Nos rebanhos de corte, o genotipo
G6P[5] correspondeu a 90% (18/20) das amostras, enquanto o genotipo G6P[11]
correspondeu a 10% (2/20) das amostras analisadas.

Nas amostras genotipadas do Estado de Minas Gerais, somente foi detectado
o0 genotipo G6P[5], enquanto no Estado de Goids ambos os genotipos G6P[5] e
G6P[11] estavam circulando nos rebanhos amostrados. No Estado de Mato Grosso

do Sul, foram genotipadas apenas amostras de rebanhos de corte, sendo
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identificados os genotipos G6P[5] e G6P[11]. Os resultados da genotipagem, de

acordo com o estado e tipo de rebanho, estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Resultados da genotipagem de rotavirus pela técnica de RT-PCR em
amostras de bezerros dos Estados de Minas Gerais, Goias e Mato Grosso
do Sul, no periodo de 2006 a 2010.

Rebanho leiteiro Rebanho de corte
. Genotipo Total
Procedéncia Amostras % Amostras %
Minas Gerais G6P[5] 7 5 71,4 2 28,6
Subtotal 7 5 2
Goias G6P[5] 7 1 14,3 6 85,7
G6P[11] 3 3 100 0
Subtotal 10 4 6
Mato Grosso
do Sul G6P[5] 10 10 100
G6P[11] 2 2 100
Subtotal 12 12 100
Total 29 9 52,9 20 47,1

Devido a natureza segmentada do genoma do rotavirus e sua capacidade de
promover recombinacdes entre diferentes estirpes, a genotipagem de amostras de
campo é muito importante. No presente estudo, o genotipo G6P[5] foi o mais
frequente entre as amostras, sendo encontrado nos rebanhos dos trés estados
brasileiros. A predominancia de G6P[5] é relatada na Australia, Irlanda, Franca e
Argentina (Swiatek et al., 2010, Cashman et al., 2010, Badaracco et al., 2012,
Kaplon et al., 2013) e ja foi descrita no Brasil em rebanhos de ambos os tipos de
exploracdo pecuéria (Alfieri et al. 2006, Freitas et al. 2011, Dulgheroff et al. 2016).
Por sua vez, o genotipo G6P[11] foi relatado nos rebanhos dos Estados de Goias e

Mato Grosso do Sul, ndo sendo encontrado em Minas Gerais. Este genotipo ja foi
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relatado em outros estudos (Reidy et al. 2006, Freitas et al., 2011, Rocha et al.,
2017). Rocha et al. (2017) verificou a presenca de G6P[11] em rebanhos bovinos
vacinados e G6P[5] em rebanhos ndo vacinados. Diferentemente de outros
genotipos de origem animal como G8, G5, G10 e G3, o genotipo G6 ainda néo foi
descrito infectando seres humanos (Domingues et al., 2008, Dulgheroff et al., 2016).
Assim, a constante vigilancia dos genotipos circulando entre os bovinos e suas
possiveis recombinacdes € de grande importancia.

A utilizacdo de vacinas contra a rotavirose é uma das medidas de prevencédo
mais eficientes, no entanto, € necessario que as vacinas contenham os genotipos de
rotavirus prevalentes em uma determinada regido, para protegerem eficazmente os
animais. Assim, a continuidade de estudos sobre a diversidade de genotipos é
essencial para entender a epidemiologia dessa doenca e indicar mudangcas nas

medidas de profilaxia.
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6. CONCLUSAO

As infeccbes por rotavirus bovino foram relatadas em rebanhos leiteiros e de
corte dos Estados de Minas Gerais, Goias e Mato Grosso do Sul, no periodo de
2006 a 2010, sendo uma das causas de diarreia em bezerros. A infecgdo foi mais
frequente em animais com diarreia durante os primeiros 30 dias de vida dos animais,
durante os meses chuvosos do ano. A ocorréncia de genotipos diferentes circulando
nos rebanhos bovinos leiteiros e de corte justifica a importancia continua do estudo

dessas infeccdes e suas implicacfes na producao pecuaria.
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